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ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund Bei Kindern verlauft die Infektion mit SARS-
CoV-2, dem Erreger von COVID-19, in der Regel weniger
schwer und héufiger symptomlos als bei Erwachsenen. Kinder
kénnen aber diese Infektion u. a. auf vulnerable Erwachsene
Gbertragen. Daher sind zur Zeit Einrichtungen der Kinder-
betreuung und Schulen teilweise geschlossen.

Methoden Da sich der Infektionsstatus bei Kindern unter
13 Jahren und deren Mittern meist dhnlich darstellt, unter-
suchten wir bei 401 Rostocker Miittern von Kindern zwischen
1 und 10 Jahren Rachenabstriche auf SARS-CoV-2 und Serum-
proben auf Antikérper gegen diesen Erreger.

Ergebnisse Wir fanden bei keiner der untersuchten Mutter
RNA von SARS-CoV-2 im Rachenabstrich. Im ELISA waren
IgG-Antikorper in einem Serum positiv, IgA-Antikérper waren
in 11 Seren positiv und in 3 Seren grenzwertig. Alle 401 Seren
waren im Fluoreszenz-Bestdtigungstest (IIFT) mit FITC-mar-
kierten IgG-, IgA- und IgM-Antikérpern negativ.
Schlussfolgerung Im Untersuchungszeitraum waren bei den
getesteten Rostocker Mittern weder RNA von SARS-CoV-2
noch spezifische Antikdrper nachweisbar.

ABSTRACT

Background In children, the infection with SARS-CoV-2, the
cause of COVID-19, tends to be clinically inapparent more
often or less severe than in adults. The spread of this infection
from children poses a danger to vulnerable adults. Therefore,
child care institutions and schools currently are widely closed.
Methods Since the status of infection tends to be congruent
in mothers and their children, we tested 401 mothers of
children between 1 and 10 years in the city of Rostock (State
of Mecklenburg-Westpomerania, northeast of Germany), for
the presence of RNA of SARS-CoV-2 in throat swabs, and of
antibodies against SARS-CoV-2 in serum.

Results In none of the mothers tested, RNA of this virus was
detected in the throat swab. In the ELISA test, IgG antibodies
were positive in one serum sample, IgA antibodies were posi-
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tive in 11, and borderline in 3 serum samples. All 401 sera
were negative in the indirect immunofluorescence test (IIFT)
with FITC-labeled IgG, IgA, und IgM antibodies.

Conclusion At the time of this study, neither SARS-CoV-2
RNA, nor specific antibodies against SARS-CoV-2 were detect-
able in the mothers tested in Rostock.

Einleitung

In allen deutschen Bundesldndern wurden im Mdrz 2020 MaBnah-
men (Kontakt- und Mobilitdtseinschrankungen, SchlieBung von
Kindertagesstdtten und Schulen etc.) ergriffen, um die Ausbrei-
tung von COVID-19 zu verhindern. Insbesondere zur Infektion,
zum klinischen Verlauf und zur Infektiositét bei Kindern gibt es
bislang wenig verldssliche Daten, die zur Entscheidung tiber die
Wiederer6ffnung von Kinderbetreuungseinrichtungen beitragen.

Kinder erkranken nach Infektion mit SARS-CoV-2 meist weni-
ger schwer als Erwachsene, bei ihnen sind symptomlose oder
symptomarme Verldufe hdufiger [1].

Daten zur Pravalenz bei jiingeren Kindern werden insbesonde-
re bendétigt, um Aussagen zur Gefahr der Weitergabe der Infektion
an dltere und vulnerable Personen, die im selben Haushalt leben,
zu ermoglichen. Der Infektionsstatus bzgl. SARS-CoV-2 ist bei
Kindern und deren Miittern oft kongruent. Die Ubertragung der
SARS-CoV-2-Infektion erfolgt hauptsdchlich durch Erwachsene,
insbesondere durch Haushaltskontakte [2]. Eine Studie hat
gezeigt, dass dem Symptombeginn bei 7 infizierten Kindern eine
nachgewiesene COVID-19-Infektion bei erwachsenen Familien-
mitgliedern vorausging [3]. In einer weiteren Studie fanden sich
bei 28 von 31 infizierten Kindern weitere erkrankte Familien-
mitglieder [4].

Eine deutsche Studie [5] berichtet (iber einen deutlichen
Anstieg des Infektionsrisikos fiir andere Familienmitglieder, wenn
ein infiziertes Kind im Haushalt lebt. Somit kann die Bestimmung
der Antikdrper gegen SARS-CoV-2 bei Miittern indirekt Auskunft
iber den Infektionsstatus bei deren Kindern geben.

In Mecklenburg-Vorpommern wurde zwischen dem 3.3.2020
und dem 3.5.2020 bei insgesamt 699 Personen SARS-CoV-2
detektiert. Das entspricht einer Inzidenz von 43 Erkrankungen
pro 100000 Einwohnern. Diese relativ niedrige Inzidenz kann
u.a. erklart werden durch den geringen internationalen Reise-
verkehr nach Mecklenburg-Vorpommern zu Beginn der Pande-
mie, die geringe Zahl an GroRveranstaltungen, den friihen Aufbau
von Abstrichzentren zur PCR-Diagnostik, die rasche Aufkldrung
von Infektionsketten durch die Gesundheitsamter und das distan-
ziertere Sozialverhalten der Bevdlkerung z. B. bei BegriiBungen.

Da die Zahl der Neuinfektionen inzwischen stark abgenommen
hat (» Tab. 1), stellt sich die Frage, wie viele Menschen die Infekti-
on bereits Gberstanden haben und durch Antikorper geschiitzt
sind.

Fiir den in dieser Studie verwendeten ELISA-Test zum Nachweis
von SARS-CoV-2-Antikérpern (Euroimmun) wird in der Literatur
eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdat angegeben [6]. In unserer
Studie wurden die positiven und grenzwertigen Antikdrperbefun-
de des ELISA-Tests mit einem indirekten Immunfluoreszenztest
(IIFT) als Bestdtigungstest tiberpriift. Diese Antikdrpertests zielen
nicht darauf ab, virusneutralisierende Antikorper nachzuweisen.
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Bei positivem Antikdrpernachweis kann jedoch von einem Kon-
takt mit SARS-CoV-2 und einem gewissen Immunschutz aus-
gegangen werden, zumal mehrere Studien eine glinstige Wirkung
von antikorperhaltigem Rekonvaleszenten-Plasma auf den Verlauf
von COVID-19 nahelegen [7].

In dieser Pilotstudie wurden 401 Miitter von Kindern im Alter
von 1-10 Jahren als Sentinel untersucht, um die Prévalenz der
Infektion mit SARS-CoV-2 auch bei Kindern abzuschatzen.

Patienten, Material und Methoden

Vom 20. bis 22.4.2020 hatten sich 401 Rostocker Miitter mit Kin-
dern im Alter von 1-10 Jahren nach einem Zeitungsaufruf im
Kompetenzzentrum fir Klinische Studien der Universitdtsmedizin
Rostock zur Teilnahme an der Studie angemeldet. Nach dem Aus-
fullen der Einverstandniserkldrung und des Fragebogens zu den
Kindern, deren Unterbringung und den Risikofaktoren wurde ein
Rachenabstrich (UTM Collection Swab Lot 1921668, Copan ltalia
S.p.a., Brescia, Italien) durchgefiihrt, Blut abgenommen und das
daraus gewonnene Serum bei -70 °C aufbewahrt. Verlaufsseren
von 10 stationdren COVID-19-Patienten (Virus-RNA im Rachenab-
strich positiv) unserer Klinik dienten als zusatzliche Positivkontrol-
len.

Die Ethikkommission an der Universitdtsmedizin Rostock hat
am 17.4.2020 ein positives Votum zu dieser Studie abgegeben
(Registrier-Nummer: A2020-0090). Jede Studienteilnehmerin
hat schriftlich ihr Einverstdndnis zur Teilnahme an dieser Studie
erklart.

Die Studie ist beim Deutschen Register Klinischer Studien
(DRKS) unter der Nummer DRKS00 021 614 erfasst.

PCR-Virusnachweis

SARS-CoV-2-Analysen von oropharyngealen Abstrichen wurden
mit dem Allplex 2019-nCoV Assay (Ref. RP10 243X, Seegene Inc.,
Seoul, Korea) durchgefiihrt. Die Isolation der Nukleinsduren wur-
de auf dem automatischen Extraktionssystem Microlab NIMBUS
(Seegene) unter Verwendung des STARMag Universal Cartridge
Kit (ref. 744 300.4.UC384, Seegene) durchgefiihrt. Die Amplifika-
tions- und Detektionsschritte erfolgten auf einem CFX96 Real-
Time System (Bio-Rad Laboratories, California, USA) mit Bio-Rad
CFX Manager IVD und 2019-nCov Viewer Software.

Nachweis spezifischer Antikorper

Die Seren wurden mit dem ,Anti-SARS-CoV-2-ELISA (IgA)“
(E1 2606-9601 A) und dem ,Anti-SARS-CoV-2-ELISA (1gG)*
(EI 2606-9601 G) (Fa. Euroimmun, Liibeck, Deutschland) nach
Herstellerangaben auf Antikdrper gegen SARS-CoV-2 untersucht.
Die Ergebnisse der Patientenproben wurden als Quotient aus dem
Extinktionswert der Patientenprobe, dividiert durch den Extink-
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» Tab.1 Gemeldete COVID-19-Falle in Mecklenburg-Vorpommern nach Altersgruppe und Meldewoche (Stand: 04.05.2020).

Meldewoche

Alter 10 11 12 13
0-4

5-9 1
10-14 1 4
15-19 1 8
20-24 4 13 13
25-29 2 22 22
30-34 1 19 14
35-39 6 11 11
40-44 5 12 14
45-49 1 2 9 15
50-54 2 8 24 12
55-59 3 15 14
60-64 2 10 15
65-69 7 4
70-74 1 3 6
75-79 2 2 8
80+ 2 1
gesamt 7 33 150 172

tionswert einer mitgelieferten Kalibratorprobe, ausgedriickt.
Quotienten unter 0,8 wurden als negativ, Werte ab 0,8, jedoch
unter 1,1 wurden als grenzwertig und Quotienten ab 1,1 wurden
als positiv befundet. Bei diesen Schwellenwerten werden nach
Herstellerangaben keine Kreuzreaktionen mit anderen human-
pathogenen Coronaviren (HCoV-229E, HCoV-OC43) gefunden.
Positive oder grenzwertige Ergebnisse wurden durch Wiederho-
lung der Untersuchung in einem unabhdngigen Testansatz iber-
priift.

Die im ELISA-Test positiv oder grenzwertig getesteten Seren
wurden zusatzlich im indirekten Immunfluoreszenztest (IIFT) zur
Bestimmung von Antikérpern gegen SARS-CoV-2 untersucht [8]
(» Abb.1). Die Detektion der Serum-Antikorper gegen
SARS-CoV-2 erfolgte mit anti-IgG-, IgA- und IgM-FITC-markierten
Sekundarantikorpern (IgG: Fa. Sifin Cat. No. PA1107; IgA: Fa. No-
vex, Cat. No.A18782; IgM: Fa. KPL Cat. No. 02-10-0) auf infizier-
ten Aceton-Methanol-fixierten Vero-E6-Zellen (ATCC® CRL-1586)
[9, 10]. Das Virus war zuvor im BSL3-Labor des Bernhard-Nocht-
Instituts fiir Tropenmedizin in Hamburg aus einer Patientenprobe
isoliert und in Vero-E6-Zellen kultiviert worden. Beim Immunfluo-
reszenztest binden die spezifischen Antikorper an die Virusantige-
ne innerhalb der infizierten und fixierten Zellen und ergeben ein
charakteristisches Fluoreszenzmuster in den Zellen (» Abb. 1).
Da bei Verdinnungsstufen unter 1:20 unspezifische oder nicht
reproduzierbare Fluoreszenzen vorkommen kdnnen und es bei
hohen Antikérperkonzentrationen oder bei Vorhandensein von
Autoantikorpern zu Blockierungsphanomenen und falsch negati-
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14 15 16 17 18 gesamt
3 1 1 5
5 2 8
3 1 2 1 12
7 5 2 23

10 8 5 1 54
6 5 6 1 64
9 4 2 1 1 51

11 1 1 2 43

17 9 3 60
8 2 3 1 2 43

17 7 5 6 4 85

12 4 3 1 5 57

12 9 6 1 2 57
7 9 3 3 1 34
5 2 17

13 6 1 32

18 15 2 2 4 54

163 90 37 21 26 699

ven Befunden kommen kann [11], wurden alle Serumproben mit
einer Verdiinnung von 1:10 bis 1:80 getestet. Titer unter 1:20
wurden als negativ bewertet [10].

Vom Landesamt fiir Gesundheit und Soziales in M-V wurden
die Zahlen zur Altersverteilung der SARS-CoV-2-RNA-positiv ge-
testeten Patienten in Mecklenburg-Vorpommern zur Verfiigung
gestellt.

Ergebnisse

Zwischen dem 22. und 29.4.2020 wurden 401 Miitter aus Rostock
(Alter 36,9 £4,9 Jahre) mit insgesamt 666 Kindern im Alter von
0-17 Jahren (mittleres Alter 5,2 +3,5 Jahre) in die Studie einge-
schlossen (altere Kinder wurden nicht erfasst). Das entspricht
durchschnittlich 1,66 Kinder pro teilnehmender Mutter. 182 Mdit-
ter (45,4 %) gaben an, mit 1 Kind im Haushalt zu leben,
179 (44,6 %) mit 2 Kindern, 34 (8,5 %) mit 3 Kindern und 6 (1,5 %)
mit 4 Kindern.

Von den 34 Kindern bis zu 1 Jahr (5% aller Kinder) wurden 33
zu Hause betreut und eins in einer Kita. 13 Kinder zwischen 1 und
4 Jahren wurden von einer Tagesmutter betreut. 396 Kinder im
Alter von 1 bis 7 Jahren (59 % aller Kinder, mittleres Alter 3,5
+1,6 Jahre) wurden in einer von 58 der 90 Rostocker Kitas betreut.
Von diesen 396 Kita-Kindern befanden sich 62 (16 %) nach dem
17.3.2020 in einer Kita-Notbetreuung. 173 Kinder (26 % aller Kin-
der, mittleres Alter 8,2+ 1,5 Jahre) besuchten 21 der insgesamt
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» Abb. 1 Indirekte Immunfluoreszenz mit anti-lgG-FITC-markierten
Sekunddrantikdrpern: SARS-CoV-2-positive Vero-E6-Zellen mit griin
fluoreszierenden intrazelluldren granuldren Strukturen.

29 Rostocker Grundschulen. Davon gingen 45 nachmittags in
einen Hort, 20 auch noch nach dem 17.3.2020 in eine Notbetreu-
ung (https://rathaus.rostock.de).

Keine der teilnehmenden Frauen war wissentlich an COVID-19
erkrankt. 172 der 401 Mitter waren nach dem 1.2.2020 auRer-
halb M-V verreist. Sieben Frauen berichteten iber einen Kontakt
zu einer an COVID-19 erkrankten Person. Im genannten Zeitraum
hatten 316 Frauen Erkédltungssymptome, davon gaben 24 bei ge-
zielter Befragung auch Geruchs- bzw. Geschmacksstérungen an.
100 (24,9 %) der 401 Mitter hatten eine tetravalente Grippe-
impfung im Herbst 2019 erhalten.

Alle 401 Mitter waren in der PCR zum Nachweis von SARS-
CoV-2-RNA aus dem Rachenabstrich negativ.

Im IgG-ELISA-Test auf das Vorhandensein von SARS-CoV-2-spe-
zifischen Antikérpern war ein Serum positiv. Im IgA-ELISA waren
11 Seren positiv und 3 Seren grenzwertig. Das Serum, das im
IgG-ELISA positiv war, und die 14 Seren, die im IgA-ELISA positiv
oder grenzwertig waren, wurden in der IIFT bzgl. IgG-, IgM- und
IgA-Antikorper negativ getestet. Somit konnten in keinem der
401 Seren spezifische Antikdrper gegen SARS-CoV-2 bestatigt
werden.

In Mecklenburg-Vorpommern wurden zwischen der 10. und
18. Kalenderwoche (3.3. bis 3.5.2020) 699 SARS-CoV-2-Infektio-
nen an die Gesundheitsamter gemeldet, davon 5 Félle bei Kindern
von 0-4 |ahren, 8 Fdlle bei Kindern von 5-9 Jahren, 12 Fille bei
Kindern von 10-14 Jahren und 23 Félle bei Jugendlichen von
15-19 Jahren. Bei den anderen Altersgruppen wurden zusammen
651 Félle gemeldet. Das bedeutet, dass in Mecklenburg-Vorpom-
mern ca. 0,7 % der Infektionen bei Kindern unter 4 Jahren und
ca. 3,6 % der Infektionen bei Kindern unter 14 Jahren diagnosti-
ziert wurden. SARS-CoV-2-positive Kinder unter 4 Jahren wurden
erst ab dem 30.3.2020 gefunden, also 2 Wochen nach dem
SchlieBen der Kinderbetreuungsstdtten (> Tab. 1).
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Diskussion

Fiir die SchlieBung bzw. Wiederer6ffnung von Kindergarten und
Schulen wéhrend bzw. nach der COVID-19-Pandemie gibt es nur
unzureichende Daten in der medizinischen Fachliteratur [10]. Wir
haben in einer Pilotstudie bei 401 Miittern nach Virus-RNA im Ra-
chenabstrich und nach spezifischen Antikérpern im Serum ge-
sucht, um die Verbreitung des Virus bei Mittern als Sentinel fir
die Familien zu evaluieren. Gleichzeitig wurden die verwendeten
Antikorpertests auf ihre Spezifitat, d. h. den Nachweis falsch posi-
tiver Seren, bewertet. Die Sensitivitat, d. h. den Nachweis falsch
negativer Seren, konnten wir in dieser Studie nicht bewerten. Bei
10 stationdren COVID-19-Patienten unserer Klinik konnten wir im
Verlauf der Erkrankung allerdings 1gG- und IgA-Antikdrper im ELI-
SA-Test nachweisen und mit dem IIFT fir IgG, IgA und IgM besta-
tigen.

Auch wenn die Viruslast bei Kindern ahnlich hoch ist wie bei Er-
wachsenen [13], und bei symptomatischen Kindern unter einem
Jahr sogar noch héher ist als bei dlteren Kindern, haben Kleinkin-
der weniger schwere Erkrankungen als dltere Kinder [14].

In Mecklenburg-Vorpommern wurden auch deutlich weniger
Infektionen bei Kindern als bei Erwachsenen gemeldet. Diese
niedrige Infektionsrate bei Kindern deckt sich mit den Aussagen
anderer Studien [15, 16]. Die Daten einer weiteren Studie aus
Shanghai und Wuhan legen nahe, dass die Empfanglichkeit far
die Infektion mit SARS-CoV-2 bei Kindern unter 15 Jahren nur
etwa ein Drittel so hoch ist wie bei 15- bis 65-Jdhrigen, und dass
die SchlieBung von Schulen und Kindergarten trotzdem wahr-
scheinlich einen signifikanten Beitrag zur Verlangsamung der In-
fektionsausbreitung geleistet hat [18].

Einige andere Studien aus China treffen wiederum die Aussage,
dass Kinder dhnlich empfanglich sind fiir die Infektion mit SARS-
CoV-2 wie Erwachsene [T, 17].

Die Infektiositdt von mit SARS-CoV-2 infizierten Kindern unter-
liegt moglicherweise starken interindividuellen Schwankungen,
wobei RNA-Viruslast nicht gleichbedeutend ist mit infektiésem Vi-
rus. So hat ein mit SARS-CoV-2 infizierter 9-jahriger Junge die In-
fektion trotz zahlreicher sozialer Kontakte nicht weitergegeben
[19].

Unsere Ergebnisse unterstiitzen die Annahme, dass die Virus-
und Seroprdvalenz gegen SARS-CoV-2 bei Miittern in Rostock
sehr niedrig ist, und stehen mit der geringen Zahl der an COVID-
19 Erkrankten in der Stadt Rostock in Einklang. Die Aussagekraft
dieser Studie zur Pravalenz der Infektion mit SARS-CoV-2 bei Mit-
tern ist durch die relativ geringe Fallzahl (5 % der Mitter mit schul-
pflichtigen Kindern in Rostock) limitiert. Weitere Studien zur
Durchseuchung von Mittern werden helfen, die Prévalenz der In-
fektion mit SARS-CoV-2 in Familien genauer zu bestimmen. Da in
dieser Studie durch die indirekte Immunfluoreszenz weder das
positive Ergebnis des ELISA fiir IgG, noch die 11 positiven und 3
grenzwertigen Ergebnisse des ELISA fiir IgA bestdtigt wurden,
empfehlen wir, positive SARS-CoV-2-Antikorperbefunde in den
hier verwendeten ELISA-Tests mittels Bestdtigungstests (z. B. indi-
rekte Immunfluoreszenz) zu tiberpriifen.
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KERNAUSSAGEN

= Bei keiner von 401 Rostocker Miittern von Kindern zwi-
schen 0 und 17 Jahren waren im April 2020 Antikorper
gegen SARS-CoV-2 im Blut oder in der RNA im Rachen-
abstrich nachweisbar.

= In Mecklenburg-Vorpommern wurden bis 4.5.2020 bei
Kindern unter 4 Jahren nur ca. 0,7 % und bei Kindern
unter 14 Jahren nur ca. 3,6 % aller gemeldeten
COVID-19-Infektionen diagnostiziert.

= Ein Nachweis von Serum-Antikérpern gegen SARS-CoV-2
im ELISA sollte mit einem Bestatigungstest (z. B. Immun-
fluoreszenz) tiberpriift werden.
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